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緒 言侖
将 来 の エ ネ ル ギ ー 資 源 不 足 、 石 炭 、 石 油 等 の 化 石 燃 料 の 大 量 消 費 に 伴 う環 境 破
壊 な ど、 エ ネ ル ギ ー 供 給 に 関 連 した 問 題 が 世 界 的 に 深 刻 化 して い る。 した が って、
化 石 燃 料 な ど の エ ネ ル ギ ー 資 源 に 代 わ る新 し い無 公 害 エ ネ ル ギ ー 資 源 の 開発 が切
望 ざ れ て い る。 特 に、 水 素 は、 ク リ ー ン な エ ネル ギ ー 源 と し て、'将来 多 くの 分 野
で 利 用 さ れ る と 期 待 さ れ て お り、 こ れ を 安 価 か つ 大 量 に 生 産 す る シ ス テ ムの 開 発
が 試 み ら れ て い る。
生 物 は、 生 体 内 で き わ め て 複 雑 か つ 効 率 的 な 化 学 反 応 を 安 定 に進 行 さ せな が ら、
生 命 活 動 を 行 っ て い る。 近 年 、 生 物 体 の 優 れ 炬 機 能 を 利 用 し て、 食 品、 医 薬 品、
エ ネ ル ギ ー な ど を 生 産 し よ う と す る 研 究 が 注 目 さ れ て い る。 緑 藻 は、 太 陽 エ ネル
ギ ー を 効 率 よ く利 用 して 増 殖 し、 明 あ る い は 暗 嫌 気 条 件 下 に お い て 水 素 を発 生 す
る こ と が で き る0
緑 藻 に よ る水 素 発 生 は、1942年、GaffronとRubinここよ っ て 緑 藻Scenedesmus
sp.にお い て 初 め て 見 い だ さ れ た。1}そ れ 以 後、 緑 藻 を 用 い た 水 素 生 産 シ ステ ム に
関 す る研 究 成 果 が 多 数 報 告 さ れ て き た が、2・3・4・25・27)その ほ と ん ど の 報 告 が光
水 素 発 生 方 式 に よ る も の で あ り、 暗 水 素 発 生 方 式 に よ る も の は 極 め て 少 な い。
こ の 原 因 と して は、 多 くの 研 究 者 が 、 緑 藻 の 明 条 件 下 に お け る 水 素 発 生 速 度 の 大
き さ に あ ま り に も 注 目 し す ぎ 拒 た め で あ っ た。 す な わ ち、 緑 藻 の 光 水 素 発 生 に お
いZは 、 光 エ ネ ル ギ ー を 水 素 発 生 反 応 に 対 す る駆 動 力 と して 利 用 す る た め、 初期
の 水 素 鬚 生 速 度 は 非 常 に大 き い。 し か し な が ら、 光 照 射 す る こ と に よ っ て 同 時 に
発 生 す る酸 素 が、 水 素 発 生 酵 素 で あ る ヒ ドロ ゲ ナ ー ゼ に 阻 害 的 に 作 用 す るた め、
水 素 発 生 は す ぐ に 停 止 し て し ま い、 安 定 した 水 素 生 産 シ ス テ ム を 構 築 す る こと が
困 難 で あ っ た。 し た が って 、 緑 藻 の 光 水 素 発 生 能 を利 用 し た 水 素 生 産 シ ス テ ム に
関 す る研 究 に お い て は、 こ の 酸 素 か ら い か に ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ を 保 護 し、 安 定 に機
能 さ せ る か が 最 も 重 要 な 検 討 課 題 と な っ て い る。25・31)
そ れ に 対 して、 緑 藻 の 暗 水 素 発 生 に お い て は、 光 水 素 発 生 と比 較 して、 発 生 速
度 は 小 さ い も の の、 酸 素 発 生 に よ る ヒ ドロ ゲ ナ ー ゼ の 阻 害 も な く安 定 した水 素
生 産 シ ス テ ム の 構 築 が 可 能 で あ る。 そ れ ゆ え に、 ヒ ドロ ゲ ナ ー ゼ が 安 定 に機 能
す る と い う 利 点 に 着 目 して、 三 浦 ら は、 緑 藻 の 暗 水 素 発 生 能 を 利 用 した淡 水 産
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緑 藻Chlamydomonasreinhardtiiによ る 水 素 生 産 シ ス テ ム に つ い て 報 告 し て い る。
5.6)
本 研究 で は、 緑 藻 の 暗水 素 発生 速 度 の改 善 を 目的 と して、 自然界 よ り高水素発
生 能 を有 す る海産 性 緑 藻Chlamvdomonas鬥GA161を単 離 し、 この株 お よび他 の代表
的な 緑藻 の 嫌 気 代謝の 特徴 につ い て比較 検 討 した。 ま だ、 緑 藻 の嫌 気代 謝の検討
結 果 か ら得 られ た知 見 を基礎 と して、 優 れ た生 産 性 お よび持 続 性 を有 す る水素生
産 シ ステ ムの 開 発の 可 能性 につ い て も検討 を加 え た。
すな わ ち、 本 論文 の第1章 で は、 近 畿 地 区数 カ 所 の沿 岸 よ り、 高水 素発生能 を
有 す る海 産性 緑 藻ChlamydomonasMGA161を単 離 し、 この株 の 増殖 条 件 について検
討 しね。 第2章 では、MGA161株の 暗水 素発 生 を 向上 させ る 炬め に、 デ ンプン蓄積
量、 ヒ ドロゲ ナー ゼ活 性 発現、 デ ン プ ンか ら水 素 へ の変 換率、 デ ン プン分解速度
に つ い て検 討 を加 え だ。 第3章 で は、MGA161株と他 の緑藻 の 発酵 現 象 を比較 し、
そ れぞ れ の株 の嫌 気 代謝 の 特徴 につ い て考 察 した。 第4章 で は、 緑藻 の嫌気代謝
か ら得 られ 尨知 見 を基礎 と して、 緑 藻 一光 合 成細 菌 の混 合培 養 に よる水素 生産シ ス
テ ム につ い て検 討 した。
-2一
本 言侖
第1章 高 水 素発 生 能 を有 す る緑 藻 の選 抜 お よび その 選 抜株 の 増殖 能
第1節 緒 言
Biophotolysis(水の 生 物 学 的 光 分 解)と は、 緑 色 植 物 あ る い は、 藻 類 の光 合成
器 官 を 用 い て、 水 か ら水 棄 を 生 産 す る こ と と 定 義 さ れ る。 図1は 、 緑 藻 の
BiophotolysisSyste鵬を 示 して い る。 緑 藻 は、 昼 間 、 細 胞 内 にデ ン プ ン を蓄 積 し、
夜 間 、 嫌 気 条 件 下 で デ ン プ ン を 基 質 と す る 発 酵 を 行 い、 水 素 を は じ め、 酢 酸、 エ
タ ノ ー ル、 ギ 酸 な どの 発 酵 生 産 物 を 生 成 で き る。 す で に、 こ の 様 な 緑 藻 の性 質 を
利 用 し だ、 安 定 な 水 素 生 産 シ ス テ ム が 実 証 さ れ て き た.6・ 胴,本 章 で は、 水 素 生
産 性 の 向 上 を 目 的 と して、 自 然 界 よ り 高 水 素 発 生 株 の 選 抜 を 行 い、 そ の 選 抜 株 の
増 殖 条 件 に つ い て 検 討 し 距。
PhotosynthesisiDarkfermentation
L19ht
Fig.1GreenAlgalBiophotolysisSystem
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第2節 実 験 方 法
(1)海産 性 緑 藻 の 検 索 お よび 分 離
近 畿 地 区 数 カ 所 の 沿 岸 よ り、 海 水 、 海 草 、 泥 等 を 採 集 し、 検 鏡 下、 緑 藻 の
存 在 が 確 認 さ れ 炬 サ ン プ ル を 表1に 示 し だ 栄 養 添 加 海 水 培 地(OK培地)を 用 いて、
15W/m2の光 照 射 下 、25°C、静 置 条 件 下 で 集 積 培 養 し 泛。7・8》そ れ か ら、 寒 天 平 板
法 を 用 い て167の 株 を 分 離 し 拒。
(2)培 養 方 法
167の 分 離 株 は、 そ れ ぞ れOK培地 に 植 菌 さ れ、5%炭 酸 ガ ス を含 ん だ空 気 を
300x1!minの速 度 で 連 続 的 に 通 気 し な が ら、25Wm2の 光 照 射 下 、30°cで培 養 を行 っ
泛。 ま た、 選 抜 さ れ 彪 高 水 素 発 生 能 を 有 す る緑 藻ChlamdomonasMGA161に対 して
は、 新 距 に 調 製 し だ 合 成 培 地 で あ る 岡 本 改 変 培 地(表2)を 用 い て 培 養 を行 った。
そ の 他 の 培 養 条 件 に 関 して は、 上 記 方 法 に 準 じて 行 っ だ。
(3)水 素 発 生 活 性 の 検 出
対 数 期 の 藻 を 集 菌 し、OK培 地 で 洗 浄 し同 じ培 地 に で 懸 濁 後 、 こ の 藻 懸 濁 液IOmi
を 遮 光 した 試 験 管 に 分 注 し た。 次 に、 こ の 試 験 管 を ゴ ム 栓 で 密 閉 し、 気 相 部 を窒
素 で20分 間 ガ ス 置 換 し た 後、 レ シ プ ロ シ ェ ー カ ー(100rpm)によ り、30°Cで振 と う
を 加 え た。 こ の 時 、 発 生 し炬 水 素 は、 ガ ス ク ロ マ トグ ラ フ 法 に よ り定 量 し泛。
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Table  1  -Composition  of OK medium
 NaN01 
KHPOA 
Vitamin  B1 
Vitamin  B12 
Vitamin H 
Fe-EDTA 
 Mn-EDTA 
 Tris 
Soil extract 
Sea water
120 mg 
  5 mg 
100 pg 
  1 pg 
  1 pg 
239 pg 
332 pg 
  1 g 
 50 ml 
1000 ml
Adjusted to pH 8.0 by 0. 2N  -HC1
           Table 2-1 
Composition of Modified Okamoto 
medium
        Table 2-2 
Composition of Trace-metal 
mix
NaC1 
NH4C1 
 CaC12.2H20 
 MgSO4.7H20 
 FeSO4.7H20 
 KH2Pu4 
K2AP°4 
Vitamin B1 
Vitamin B12 
 A's solution 
Dist. water
  30 g 
 0.27 g 
 0.20 g 
 0.25 g 
0.02 g 
 0.04 g 
 0.50 g 
100 pg 
  1 g 
  1pml
1000 ml
H31303A MnCi2.4H20 
 ZnSO4.7H20 
 CuSO4.5H20 
 Na2Mo04 
 Coe12-6H20 
 EDTA•2Na 
Dist. water
2.86 
1.81 
0.22 
 0.08 
 0.02 
0.01 
  50 
1000
g 
g 
g 
g 
g 
g 
g 
ml
 Adujusted to pH 8.0 by 0.  2N  -HC1
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第3節 結 果 お よび考 察
海 水 の 有 効 利 用 お よ び 高 水 素 発 生 株 の 検 索 を と い う観 点 に 立 ち 、 海 産 性 微 細 藻
を 分 離 し て、 そ の 増 殖 能 お よ び 水 素 発 生 能 に 関 して 報 告 して い る 例 は 極 め て少 な
い。26・28・38)図2は、 分 離 さ れ た167株 の 海 産 性 微 細 藻 の 暗 水 素 発 生 能 の 分 布
を 示 して い る。 高 水 素 発 生 能 を 有 す る株 が4株 得 られ 拒。 そ して 、 ほ と ん どの 株
の 暗 水 素 発 生 能 は、mg乾 燥 重 量 当 り、9時 間 で、 平 均0.30±0.16μmolの水 素 発 生
を 示 し だ の に対 して、 こ の4株 は、!.91土0.45μ旧olの水 素 発 生 を 示 して い 炬。
さ ら に、 こ の4株 に 絞 り、6回 の 繰 り返 し実 験 お よ び 水 素 取 り込 み の 実 験 を行 っ
た 結 果 、 挿 入 図 に 示 さ れ て い る よ う に、 良 好 な 成 績 を示 した3株 の 中 か ら、 任 意
tZMGA161株を 選 び、 本 研 究 に 供 試 し た。 こ の 株 は、 鞭 毛 を 有 す る単 細 胞 の 微 細 藻
で、 神 戸 大 学 の 坪 由宏 教 授 に よ り、 ク ラ ミ ドモ ナ ス 属 の 緑 藻 で あ る と 同 定 され た。
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Fig.2DistributionofH2evolutionactivityofnewly
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図3は 、 こ の 選 抜 さ れtzMGA161株の 増 殖 能 を 検 討 し た も の で あ る。 この 株 は、
15-35°Cの範 囲 で 増 殖 し、 至 適 温 度 は30°Cであ っ た。 ま 泛 塩 濃 度 を 変 化 させ た場 合
は、0.5-3.0累で 良 好 な 増 殖 を 示 し た も の の、 そ れ 以 上 の 塩 濃 度 で は、 この 株 の
増 殖 は、 阻 害 さ れ て い た。 そ れ ゆ え に、MGA161株は、 好 塩 性 の 緑 藻 と い う よ りは
耐 塩 性 の 緑 藻 で あ る と考 察 さ れ だ。 さ ら に、 岡 本 改 変 培 地 の 調 製 の 過 程 に お い て、
こ の 株 はVi七aminB1およびB12を要 求 す る こ と も わ か っ た。 以 上 の 検 討 よ り、MGA
161株の 最 大 比 増 殖 速 度 が、0.lhr-'にま で 向 上 しだ。
0,10
..
き
X
O
E一
ユ、0.05
0
1520253035012345
TemPer(1tUre{°C)腫oC1㌧ 《晃)
Fig.3Effectsoftemperature(A)andNaCl
concentration(B)onthemaximumspecificgrowth
rateofChlamydomonasMGA161
第4節 要 約
近 畿 地 区 数 カ 所 の 沿 岸 よ り、 分 離 さ れ た167株の 微 細 藻 の 中 か ら 高 水 素 発 生 能 を有
す る海 産 性 緑 藻ChlamydomonasMGA161が選 抜 さ れ た。 こ の 株 は 新 た に 調 製 した
合 成 培 地 に て 良 好 な 増 殖 を 示 し、 ま た 高 い 水 素 発 生 が 観 察 さ れ だ。 し だ が って、
選 抜 さ れ た この 株 を用 い る こ と に よ っ て、 効 率 の よ い、 安 定 な 水 素 生 産 系 の開 発
の 可 能 性 が 示 唆 さ れ た。
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第2章 緑 藻 の 暗 水 素 発 生 の 向 上
第1節 緒 言
緑 藻 の 暗 水 素 発 生 を 向 上 さ せ る た め の ア ブ ロ ー チ と して4つ の 指 針 が 考 え られ
だ。 ま ず 最 初 に、 水 素 発 生 の 基 質 と な る デ ン プ ン を よ り多 く蓄 積 さ せ る こ と。 次
に、 水 素 発 生 酵 素 で あ る ヒ ドロ ゲ ナ ー ゼ の 活 性 を、 高 く、 速 や か に 誘 導 す る こと。
3番 目 に は、 デ ン プ ン か ら水 素 へ の 変 換 率 を 高 め る こ と。 最 後 に、 デ ン プ ン分 解
過 程 の 全 体 速 度 を 高 め る こ と が 、 暗 水 素 発 生 向 上 の 泛 め に重 要 で あ る と考 え られ
る。 そ して、 こ の 指 針 に 従 い、MGA161株 に 対 して 各 項 目 ご と に 検 討 を 行 な っ た。
第2節 実 験 方 法
(1)培 養 方 法
分 離 し たChlamydomonasMGA1612こ対 して は 岡 本 改 変 培 地 を 用 い て、7)ま た、 東
京 大 学 応 用 微 生 物 研 究 所 よ り譲 り受 け たChlamydomona_sreinhardtiiC-238,
ChloreliapyrenoidosaC-212,Chloroc◎ccumminutumC-138に対 して は表3
に 示 し 泛 ブ リ ス トー ル 改 変 培 地 を用 い て、7'5%炭酸 ガ ス を 含 ん だ 空 気 を 通 気 しな
が ら、 こ れ ら緑 藻 を25w/m2の光 照 射 下 、30°Cで培 養 し た。
(2)暗 水 素 発 生
対 数 期 の 藻 を 集 菌 し、 培 養 時 に 用 い だ お の お の 培 地 で 洗 浄 し懸 濁 し た 後、 、 こ
の 懸 濁 液10mlを遮 光 し た 試 験 管 に 分 注 し だ。 次 に、 こ の 試 験 管 を ゴ ム 栓 で 密 閉 し、
気 相 部 を 窒 素 で20分 間 ガ ス 置 換 し た 後、 レ シ プ ロ シ ェ ー カ ー(100rpm)によ り、
30°Cで振 と う を加 え た。 こ の 時、 発 生 し た 水 素 は、 ガ ス ク ロ マ トグ ラ フ 法 に よ り
定 量 し た。
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(3)ヒ ドロ ゲ ナ ー ゼ 活 性 測 定 法
発 酵 期 間 中 に 誘 導 さ れ た ヒ ドロ ゲ ナ ー ゼ 活 性 は、Triton-X100(終濃 度o.i%〉で処
理 し た 後 、 還 元 型 メ チ ル ビ オiコー ゲ ン(2.5mM)依存 の10分 間 の 水 素 発 生 量 よ り、
1時間 当 り、 乾 燥 重 量lmgの 藻 が 発 生 す る 水 素 量 に換 算 し 表 示 した。9)
(4)デ ン ブ 」 の 定 量
デ ン プ ン は、 広 川 らの 方 法 を 改 変 し た 方 法 に よ り、18)藻体 か ら抽 出 し、 ヨ ー ソ
デ ン ブ ン 反 応 法18)およ び 酵 素 法15,に よ り定 量 し、 グ ル コ ー ス 単 位 で 表 した。
Table3-1
CompositionofModifiedBristol
tedium
Table3-2
CompositionofTrace-metal
mixA5
NaCl
羅 … 、・
MgSO4.7H20
KH2PO4
K2HP°g
A5solution
Fesolution
Dist,water
25mg
270mg
10mg
75mg
40mg
500mg
lml
lml
1000ml
H3BO3
MnC12.4H20
ZnSO4.5H20
CuSO4.5H20
Na2MoO4
C°hC
Dist二H2S°4water
2.869
1.819
0.229
0089
0.029
1drop
1000ml
Table3-3Fesolution
AdujustedtopH7.ObyO.2N-HC1
FeSO4.7H20
conc.H2SOg
Aist.water
1.Og
2drop
1000ml
第3節 結 果 お よび 考 察
(1)デンプ ン蓄 積量 と暗 水素 発生 量 の 関 係
緑 藻 の 暗 水 素 発 生 は デ ン プ ン を 主 と す る 内 部 基 質 の 発 酵 に よ る も の で あ る。
11・12)し/ c'_がっ て、 デ ン プ ン蓄 積 量 が 暗 水 素 発 生 の 制 限 因 子 と な る可 能性 が
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あ り、 こ の 点 に つ い て 検 討 し 泛。 表4は 、 デ ン プ ン 蓄 積 量 と 暗 水 素 発 生 量 の 関 係
を 示 して い る。MGA161株 は、 通 常 の 培 養 条 件 で は、 細 胞 内 にmg乾 燥 重 量 当 り、
1.lumolのデ ン プ ン を 蓄 積 し て い た の に 対 し て、 高 塩 濃 度 、 窒 素 制 限、 低 温 条件
下 で 培 養 す る こ と に よ って、 デ ン プ ン 蓄 積 量 の 増 加 が 観 察 ざ れ た。 そ して、 この
デ ン プ ン 蓄 積 量 の 増 加 効 果 は、 こ れ ら条 件 下 に お け る緑 藻 の 増 殖 の 抑 制 に よ るも
の と 考 察 し だ。 しか し な が ら、 デ ン プ ン 蓄 積 量 の 増 加 に 見 合 っ た 暗 水 素 発 生 量 の
増 加 は 認 め ら れ な か っ た。
Table4 RelationshipbetweenstarchaccumulationandH2evolution
Growth
condltlons
Starch
accumulation(A)
c}亅molglucose!mgdryWt)
Hvdrogen
evolution(B)
(Nmol/mgdrywt/6hr)
B/A
Standard
5XNaCI
7%NaCI
O,5mMNHyCI
20'C
i,i
1,6
1,8
i,s
2,q
i,i
O,83
1,1
0,88
r3
i.00
0,52
0,si
O,49
0,54
Algalcellswerenormallygrownat3$NaCl,5mMNH4Cl
and'30°C(Standardconditions).工nthisseriesofexperimentsワ
cellswerealsogrownundertheconditionsmodifiedas
indicated,butdarkanaerobicincubationwascarriedout
underthestandardconditions.Dataaretakenfromthemean
ofthreeormoreexperiments.
次 に、MGA161株 に お い て、 デ ン プ ン 蓄 積 量 の 増 加 に 見 合 っ た 暗 水 素 発 生 量 の増
加 が 認 め ら 鞄 な い 原 因 を 調 べ る こ と を 目 的 と して、 さ ら に 詳 し い 検 討 を 行 っ た。
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図4は 、 こ の 株 の デ ン プ ン 分 解 と 暗 水 素 発 生 の 経 時 変 化 を 調 べ 炬 も の で あ る。
齒十 分 に 窒 素 源(5
mMNH.CI)を含 ん だ培 地 で 培 養 し 泛藻 は、 細 胞 内bZmg乾燥 重 量 当
り、 約0.9μmolのデ ン プ ン を 蓄 積 し て い だ の に 対 して、 窒 素 制 限(0.5mMNHaCI)
条 件 で 培 養 し泛 藻 は、 約2umolのデ ン プ ン を 蓄 積 して い た。 し か し な が ら、 デ ン
プ ン 含 量 の 大 小 に か か わ りな く、 両 者 の デ ン プ ン 分 解 速 度 お よび 水 素 発 生 速度 に
大 き な 差 は 認 め ら れ な か っ た。 特 に、 窒 素 制 限 条 件 で 培 養 しだ 藻 に お い て は、
12時 間 後 で も、 蓄 積 し た デ ン プ ン の 約50%し か 分 解 し て い な か っ だ。
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Fig'.4Relationshipbetweenstarchcontentand
hydrogenevolutioninChlamydomonasMGA161
Hydr・genev・1uti・n(● ,O)and・tar・hdegradati。n
(▲,△3d・terminedingluc。 。eunit。)weremea。ured .
Alg・'ce1ユ… 。w・u・d・・N-d・fi・ient(● ,▲ …5刪 ・註、C・)
c°nditi°nsandN輔 ・uffi・i・ ・t(0 '△ ・5・ ・ 刪 ・・4・ ・)・ ・ndi・i・n・
wereincubatedatsufficient(5mMNH
4C1)medium.
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(2)ヒドロ ゲナ ー ゼ活 性 と暗水 素 発生 の 関 係
一 般 に、 緑 藻 を 暗 嫌 気 条 件 下 に 適 応 さ せ る と ヒ ドロ ゲ ナ ー ゼ 活 性 が 発 現 し明 あ
る い は 暗 条 件 下 で の 水 素 発 生 が 可 能 と な る。13・4n図5は 、MGA161株を 暗 嫌 気 条
件 下 へ 適 応 さ せ る30分前、 お よび 適 応 後1時 間 目 に、 タ ン パ ク 質 合 成 阻 害 剤 で あ る
シ ク ロ ヘ キ シ ミ ドを 添 加 し た場 合 に お け る ヒ ドロ ゲ ナ ー ゼ 活 性 と暗 水 素 発 生 を調
ぺ た も の で あ る。MGA161株を、 暗 嫌 気 条 件 下 に 移 行 さ せ る と、 ほ とん ど遅 れ もな
く内部 基 質 依 存 の 水 素 発 生 が 認 め られ た。 一 方、 ヒ ド ロゲ ナ ー ゼ 活 性 は、 暗 条 件
へ 移 行 後 速 や か に 増 加 し、2時 間 後 に 一 定 と な っ だ。
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Fig.5Effectsofcycloheximideadditiononhydrogenise
appearanceanddarkhydrogenevolutionofChlamydomonas
MGA161
Anaer°bicincubati°nswereperformedunderN
2atmosphere
inthedarkcontrolwascarriedoutwithoutcycloheximide
addition(●).℃ycloheximide(50}ユq/m1)wasadded30min
before(▲)orlhrafヒer(■)theinitiationofdark
anaerobiosis.Arrowsindicateadditions,
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ま 炬、 シ ク ロ ヘ キ シ ミ ドの 添 加 に よ り、 ヒ ド ロゲ ナ ー ゼ 活 性 発 現 は 抑 制 さ れ だが、
暗 水 素 発 生 は全 く影 響 さ れ な か っ だ。 以 上 よ り、MGA161株の 暗 水 素 発 生 に お いて、
ヒ ドロ ゲ ナ ー ゼ 活 性 が 律 速 因 子 と は な っ て い な い こ と が 明 ら か に な っ た。
表5は 、 代 表 的 な 緑 藻3株 を、MGA161株と 同 様 に、 暗 嫌 気 条 件 下 で 処 理 し、
ヒ ドロ ゲ ナ ー ゼ 活 性 と暗 水 素 発 生 速 度 を 比 較 し だ も の で あ る。 他 の 緑 藻 と比較 し
て、MGA161株に お け る ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 活 性 お よび 暗 水 素 発 生 速 度 の 高 さが 特 徴 的
で あ っ だ。
Table5Comparisonofhydrogenaseactivityanddarkhydrogen
evolutioninvariousgreenalgae
ChlamvdomonasChlamvdomonas
sp,MGA161reinhardtli
ChlorellaChlorococcum
ayrenoidosaminutum
Hydroganaseactivity
(アmo1!mgdrywt!hr)
Hydrogenevolution
〔戸mo1!mgdryWt/hr)
i2,0
0,147
7.51
11:1
1,10
0.Ol7
0,78
0。007
(3)緑藻 の デ ン プン か ら水 素へ の 変 換率 とデ ンプ ン分 解量 の 比較
緑 藻 は、EMP(Embden-Meyerhof-Parnas)経路 を 介 して デ ン プ ン を分 解 し、 そ の
デ ン プ ン 分 解 過 程 で 生 成 し た 余 剰 の 還 元 力 を、 水 素 を 発 生 す る こ と で 消 費 で き る。
1L12・29)図6は 、MGA161株 と他 の 代 表 的 な 緑 藻3株 の デ ン プ ン か ら水 素 へ
の 変 換 率 と デ ン プ ン分 解 量 を 比 較 し た も の で あ る。 岡GA!61株は、 デ ン プ ン分 解 活
性 に お い て 、Chlamydomonasreinhardtiiに劣 る も の の、 水 素 へ の 変 換 率 は、
Chlamdomonasreinhardtiiの4倍と非 常 に 高 く、1モ ル の グ ル コ ー ス か ら2モ ル
の 水 素 を 生 成 し て い た。 そ の 結 果 、 両 者 の 積 で 与 え られ る水 素 発 生 速 度 は、4株
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の 中 で 最 も 高 くな っ て い た。 し か も、 今 ま で に 報 告 さ れ て い る緑 藻 の 変 換 率 の 最
高 値 が、0.43(molHz!molglucose)であ る と い う 事 実 か ら も、20)こ のMGA161株
の 変 換 率 の 高 さ が 注 目 さ れ た。 し か しな が ら、 図4で 示 し た よ う に、 門GAI61株が
高 濃 度 にデ ン プ ン を 蓄 積 し た 場 合 に お い て は、12時 間 後 の 水 素 発 生 の 後 で も、
ま だ か な りの 未 分 解 の デ ン プ ン が 残 存 し て お り、 デ ン プ ン 分 解 速 度 を さ ら に促 進
さ せ る こ と に よ って、 こ の 株 の 水 素 発 生 を よ り高 め る こ と が 可 能 で あ ろ う。
fAlgalstrain)
6hlamydomonassp,MGA161
Ch聾omvdomonos工旦nhnrdtll
ChlorellOP乂幽
Chlorococcumminutum
01、02.O
Storchdegradation(μmolglucose/mgdryWt16hr}
HydrogenmolarYield{molH2/molglucose}
Fig.6Comparisonoffermentativestarchconversiontohydrogen
byvariousgreenalgae
第4節 要 約
MGA161株の暗 水素 発 生 を向 上 さ せ るだ め に、 デ ンプ ン蓄積 量、 ヒ ドロゲf一 ゼ
活性 発 現、 デ ン プ ンか ら水 素 へ の変 換率、 デ ン プ ン分 解速 度 に つ いて 検討 を加 え
た。 その 結果、 デ ンプ ン蓄 積 量、 ヒ ドロゲ ナ ーゼ 活 性 発現、 デ ン プ ンか ら水素へ
の 変換 率 に 関 して、 この株 は非常 に優 れ だ成 績 を示 しだが、 デ ン プ ン分解 速度 に
は まだ改 善 の 余地 が あ る ことが 認 め られ だ。 今 後 よ り高 い 水素 生 産 性 の向上を 目
的 と して、 この 株 のデ ンプ ン分 解 をさ らに高 め る方法 を検 討 す る必 要 があ る。
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第3章 緑 藻 の 嫌 気 代 謝 に お け る 水 素 発 生
第1節 緒 言
緑 藻 は、 昼 間、 細 胞 内i'デ ン プ ン を 蓄 積 し、 夜 間 、 嫌 気 条 件 下 で デ ン プ ン を基
質 と す る発 酵 を 行 い、 水 素 以 外 に も 炭 酸 ガ ス、 酢 酸 、 エ タ ノ ー ル、 ギ 酸 、 グ リセ
ロ ー ル な ど の 発 酵 生 産 物 を生 成 す る。12.20・21・29)MGA161株が 他 の 緑 藻 と比 較
して 非 常 に 高 い 水 素 発 生 能 を有 して い る こ と は、 第1,2章 で 明 らか に な っだ。
そ こ で 本 章 で は、 な ぜMGA161株が 高 水 素 発 生 能 を 有 して い る か を 解 明 す る こ と を
目 的 と して、MGA161株 と他 の 緑 藻 の 発 酵 現 象 を 比 較 検 討 し、 緑 藻 の 嫌 気 代 謝 の特
徴 を 把 握 す る こ と を 試 み た。
第2節 実 験 方 法
(1)培 養 方 法
MGA161株お よび 他 の 緑 藻 の 培 養 方 法 は、 第2章 第2節 一(1)の実 験 方 法 に準 じて
行 っ た。
(2)デ ン プ ン お よび 発 酵 生 産 物 の 定 量
デ ン プ ン お よ び 水 素 は、 第2章 第2節 一(2>,(4)の実 験 方 法i'準 じて 定 量 し拒。
ま た、 炭 酸 ガ ス は、 ガ ス ク ロ マ トグ ラ フ法 に よ り定 量 し た。 さ らに、 緑 藻i'より
培 地 中 に放 出 さ れ た 水 素、 炭 酸 ガ ス 以 外 の 発 酵 生 産 物 は、 藻 懸 濁 液 を 遠 沈 操 作 に
よ り藻 体 と 上 清 に 分 離 し拒 後 、 そ の 上 清 を サ ン プ ル と し た。 発 酵 生 産 物 の 定 量 法
に 関 して は 、 酢 酸 、 エ タ ノ ー ル、 グ リセ ロ ー ル は、 ベ ー リ ン ガ ー マ ン ハ イム社 の
分 析 酵 素 試 薬(F一 キ ッ ト)を 用 い て 、 ま だ ギ 酸、IB)乳 酸1わ は、 そ れ ぞ れ ギ 酸 脱
水 素 酵 素 、 乳 酸 脱 水 素 酵 素 を用 時 調 製 し 泛 も の を 用 い て 、 酵 素 法 に よ り定 量 し拒。
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第3節 結 果 お よ び 考 察
(1)緑 藻 の 発 酵 生 産 物 の 比 較
第2章 、 表5、 図6に お い て、 試 験 し た4株 の 緑 藻 の 水 素 発 生 能 が 非 常 に異 な
っ て い る こ と が 認 め ら れ 拒。 そ こ で、MGA161株 と 他 の3株 の 緑 藻 の 水 素 以 外 の
発 酵 生 産 物 も 定 量 す る こ と に よ っ て、 こ れ ら緑 藻 の 発 酵 現 象 の 特 徴 を把 握 す る事
を 試 み た。 表6は 、MGA161株と 他 の 緑 藻3株 の 発 酵 生 産 物 の 分 布 を比 較 した も
の で あ る。 な お、 発 酵 生 産 物 が 正 確 に 定 量 で き て い る か 否 か を 判 断 す る た め に、
Carbonrecover・yとOxidation(0)!Reduction(R)indexの計 算 を 行 っ た。 特 に、
0!Rindexは、 酸 化物 質 で あ る ギ 酸、 炭 酸 ガ ス と 還 元 物 質 で あ る 水 素 、 エ タ ノー ル、
グ リ セ ロ ー ル に 分 け て、 そ れ ぞ れ の 化 学 式(C×闘YO2)から、 計 算 式Z・(1!2)Yを用 い
て 算 出 し評 価 し だ。MGA161株の 主 な 発 酵 生 産 物 は、 水 素、 炭 酸 ガ ス、 酢 酸、 エ タ
ノ ー ル で あ り、 ギ 酸 、 乳 酸、 グ リ セ ロ ー ル は、 わ ず か しか 検 出 さ れ な か っ た。
そ れ に 対 し て、Chlamydomonasreinhardtiiは、 デ ン プ ン 分 解 活 性 が 最 も 高 く、
水 素 よ り も、 ギ 酸、 酢 酸 、 エ タ ノ ー ル を、 そ れ ぞ れ2:2:1の 比 率 で大 量
に 生 成 して い た。Chlorellarenoidosaで は、 全 体 的 に 発 酵 速 度 が 低 い
も の の、Chlamdomonasreinhardtiiと非 常 に 良 く 似 た分 布 を 示 し だ。
ま た、Chloracoccumminutumは主1こ、 炭 酸 ガ ス、 酢 酸、 グ リ セ ロ ー ル を 生 成 し、
水 素 、 ギ 酸、 エ タ ノ ー ル は、 ほ と ん ど 検 出 さ れ な か っ 拒。
(2)緑 藻 の 暗 水 素 発 生 経 路
一 般 に、 細 菌 型 の 水 素 発 生 経 路 はE.Coli型 とClostridium型に 分 類 で き る こ
と が 知 ら れ て い る が、18)緑藻 の 暗 水 素 発 生 経 路 に つ い て は ま だ 明 ら か に な って い
な い。 ハ イポ フ ォ ス フ ァ イr(Na2HPOe)は、Pyruvateformate-lyase21・22}
お よびformatedehydrogenase2a,阻害 剤 と 言 わ れ て お り、E.Coli型(formate
hydrogen-lyase系)の水 素 発 生 に 阻 害 的 に 作 用 す る。
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        Table 6 Fermentation product formation and starch degradation in green algae 
               Chlamydomonas  Chlamydomonas  Chlorella  Chlorococcum  
              MGA 161 reinhardtii pyrenoidosa minutum  
Product A B A B A B A B 
Starch -0.52  + 0.17 -0.89  + 0.27 -0.30  + 0.09 -0.34  + 0.06 
H2 0.97 + 0.21 1.87 0.45 + 0.15 0.51 0.12+0.04 0.40 0.06+ 0.02 0.18 
     -_- 
 CO2 0.81 + 0.24 1.56 0.57 + 0.20 0.64 0.16 + 0.08 0.53 0.21 + 0.06 0.62 
   Acetate 0.62  + 0.24 1.19 1.09 + 0.39 1.22 0.39 +0.19 1.30                                                                                             0.40 + 0.15 1.18
Ethanol 0.34  + 0.17 0.65 0.66 + 0.29 0.74 0.22  + 0.07 0.73 0.03  + 0.04 0.09 
Formate 0.01  + 0.01 0.02 0.95  + 0.30 1.07 0.27  + 0.13 0.90 0.01  + 0.01 0.03 
Glycerol 0.06  + 0.04 0.12 0.10  + 0.02 0.11 0.04 + 0.05 0.13 0.27  + 0.06 0.79 
                                                                                   - Carbon (%) 94 + 10 98 + 9 101 + 7 94+ 17 
recovery-- 
 0/R index 0.95  + 0.23 1.11 + 0.19 1.00 + 0.18 1.09 + 0.15 
                                                                                                                    _ 
                                                                                              - 
Fermentation product formation and starch degradation were measured (A:  pmol/mg dry wt/6 h) and the molar 
yield of products was  caluculated (B: mol product/mol starch-glucose). Starch was assayed as glucose units. 
Values are means of five or more experiments.
Table7Effectsofhypophosphiteonhydrogenevolutionand
formateformationinChlamydomonasMGA161andChlamydomonas
reinhardtii
Addition
ChlamvdomonasChlamvdomonas
MGA161エ 皇1皿h皿LL
HydrogenFormateHydrogenFormate
evolutionformationevolutionformation
`。gdry°毳、.、hr)。gd。睾゜ 吉しh。 》 ・。gd.睾゜ 蠢,_・ ・轟 ・
None
Hypophosphite
o.ei
O.77
0,02
0.oi
0.35
0.38
1.19
0.30
Hypophosphite(1mM)wasaddedimmediatelybeforedark
anaerobicincubation.
表7は 、 ハ イポ フ ォ ス フ ァ イ トを 添 加 し た 場 合 の、ChlamydomonasMGA161と
Chlamydomonasreinhardtiiにお け る 暗 水 素 発 生 量 と ギ 酸 生 成 量 を 比 較 して い る。
Chlamydomonasreinhardtiiのギ 酸 生 成 は、 ハ イ ポ フ ォ ス フ ァ イ トの 添 加 に よ り
70%以上 阻 害 さ れ だ に も か か わ らず、 こ の 株 の 暗 水 素 発 生 は 全 く阻 害 さ れ な か った。
同 様 に、MGA161株の 暗 水 素 発 生 も 阻 害 さ れ な か っ だ。 した が っ て、 この 両 株 に
お い て は、E.Coli型の 水 素 発 生 は 行 わ れ ず、Clostridium型す な わ ち、NAD(P)H
-Fd-H2aseと い う 経 路 を 介 し て 水 素 発 生 が 行 わ れ て い る こ と が 示 唆 さ れ 泛。
19・20.30)また、MGA161株 に お い て は、 ハ イ ボ フ ォ ス フ ァ イ トの 添 加 の 有無
に か か わ ら ず 、 ほ と ん ど ギ 酸 を 生 成 しな い で、 専 ら水 素 を 発 生 す る と い う性 質 を
示 し、 こ の 株 の 発 酵 反 応 に お け る 還 元 力 消 費 形 式 に 興 味 が 持 た れ た。
(3)液相 お よび 気 相部 の 環 境条 件 変 化 に よ る緑 藻 の 還元 力 消 費形 式 の変 動
デ ンプ ン分 解 過 程 で生 成 しだ 還元 力 は、 細 胞 内の 酸 化還 元 バ ラ ン スを維持す る
だめ に再酸 化 を受 け な けれ ば な らな い。 すな わ ち、 生 成 した還元 力 は、 水素、
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エ タ ノ ー ル 、 グ リセ ー ル な ど の 発 酵 産 物 を 生 成 す る 時 に 消 費 さ れ る。19・2B・24)
そ こ で、MGA16韮株 と他 の 緑 藻 が 液 相 お よ び 気 相 部 の 環 境 条 件 の 変 化 に よ って、
そ の 還 元 力 消 費 形 式 を ど の 様 に 変 動 さ せ て い る か に つ い て 検 討 し て み た。
図7は 、 培 地 中 のNaCI度 を 変 化 さ せ た 時 の、MGA161株の デ ン プ ン 分 解 量 と発
酵 産 物 の 生 成 量 の 変 化 を 調 べ た も の で あ る。MGA161株 の デ ン プ ン分 解 量 は、
0.甥か ら7駕まで の 塩 濃 度 の 範 囲 に お い て ほ ぼ 一 定 で あ っ だ。 そ れ に対 して、 発 酵
産 物 の 生 成 量 は、 こ の 濃 度 の 範 囲 内 に お い て 大 き な 変 化 を示 しだ。 特 に生 成 時 に
還 元 力 を消 費 す る水 素、 エ タ ノ ー ル 、 グ リセ ロ ー ル の 生 成 量 の 変 化 が 注 目さ れ だ。
す な わ ち、MGAl61株 は細 胞 内 の 酸 化 還 元 バ ラ ン ス を 一 定 に 保 ち つ つ、 高 塩 濃 度 側
に お い て 細 胞 の 浸 透 圧 を調 節 す る た め 、 水 素、 エ タ ノー ル の 生 成 か ら優 先 的 に
グ リ セ 　 一 ル を 生 成 す る と い う発 酵 変 換 を 行 っ て い る事 が 示 唆 さ れ た。32.48)
図8は 、 培 地 中 のNH4C1濃度 を 変 化 さ せ た 時 の 、MGA161株の デ ン プ ン 分 解 量 と
発 酵 生 産 物 の 変 化 を 調 べ だ も の で あ る。MGA161株の デ ン プ ン 分 解 量 は、5mM以 上
のNH.CIの添 加 に よ っ て 増 加 し た。 こ の 変 化 に 伴 い、 発 酵 産 物 の 生 成 量 も大 き な変
化 を 示 し た。 す な わ ち、MGA161株 は、 細 胞 内 の 酸 化 還 元 バ ラ ン ス を 一 定 に保 つ 泛
め に、 デ ン プ ン 分 解 に よ っ て 生 成 さ れ 炬 余 剰 の 還 元 力 を 消 黄 す る手 段 と して、
水 素 お よ び エ タ ノ ー ル の 生 成 量 を 増 加 さ せ て い た。
次 に、 水 素 発 生 酵 素 で あ る ヒ ドロ ゲ'ナー ゼ を 阻 害 し た 時 の、 緑 藻 に お け る還 元
力 消 費 形 式 の 変 化 に つ い て 検 討 し だ。 図9は 、 ヒ ド ロゲ ナ ー ゼ の 阻 害 を 目的 と
し て 気 相 部 に10駕一 酸 化 炭 素 を 添 加 し発 酵 さ せ た 時 の3株 の 緑 藻 に お け るデ ン プ ン
分 解 量 お よ び 発 酵 産 物 の 生 成 量 を 比 較 し だ も の で あ る。
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Fig. 7 Effect of  NaCl concentration in the medium 
under dark  anaerobic incubation on starch degradation 
and fermentation product formation in  Chlamydomonas  
MGA 161 
Starch degradation  (it) and the formation of H2  (0), 
 CO2  (C)), acetate  (A),  ethanol(AL), formate  (0), 
and glycerol  (II) were measured. Algal cells grown at 
3% NaC1 were incubated at the concentration of NaC1 
indicated. Starch was assayed as glucose units. Points 
are the mean of three experiments.
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Fig. 8  Effect' of NH4C1 concentration in the medium 
under dark anaerobic incubation on starch degradation 
and fermentation product formation in  Chlamydomonas  
MGA 161 
Starch degradation  OH and the formation of H2  (•), 
 CO2  (C)), acetate  (A), ethanol  (A), formate  (0), 
and glycerol  Clip were measured. Algal cells grown 
under N-deficient (0.5 mM)  -conditions were incubated 
at the indicated  NH4C1 concentrations. Starch was 
assayed as glucose units. Point are the mean of three 
experiments. 
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Fig.9EffectofCOonfermentationproductformationand
starchdegradationingreenalgae
Darkanaerobicincubationsweredonewith(圏)orwithout(口)
added10暑COinthegasphase.Starchwasassayedasglucose
units.Valuesarethemeanofthreeexperiments.
そ の 結 果 、 一 酸 化 炭 素 の 添 加 が、 試 験 し た3株 の デ ン プ ン 分 解 量 に 影 響 を及 ぼ し
て は い な か っ た。 し か しな が ら、MGAl61とChlamydomonasreinhardtiiの両 株 の
発 酵 生 産 物 に 大 き な 変 化 が 観 察 さ れ た。 す な わ ち、 無 添 加 の 場 合 と 比 較 して、
こ の 両 株i'い て は 約2倍 量 の エ タ ノ ー ル の 生 成 が 認 め ら れ た。 こ の 原 因 と して
は、 生 成 し 炬 還 元 力 の 大 部 分 が 水 素 の 代 わ りに エ タ ノ ー ル に よ っ て 消 費 さ れ る よ
う に な っ た も の と 考 察 し た。 そ れ に 対 して、Chlorococcumminutumは、 通常
グ リ セa一 ル で 主 に 還 元 力 を 消 費 し て お り、 一 酸 化 炭 素 の 添 加 に よ る水 素 発 生
活 性 の 阻 害 が こ の 株 の 発 酵 現 象 に 大 きな 変 化 を 生 じ さ せ る こ と は な か っ た。
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図10は 、 試 験 し だ緑 藻 の 還 元 力 消 黄 形 式 に つ い て 要 約 し!c'_もの で あ る。 デ ン
プ ン分 解 過 程 で 生 成 し た 還 元 力 は、 グ リセ 　 一 ル、 水 素 、 エ タ ノ ー ル を 生 成 す る
こ と に よ っ て 消 費 さ れ て い だ。 こ の う ち、 何 を 還 元 力 消 費 産 物 と す る か に よっ て
株 の 違 い に よ る 発 酵 形 式 の 分 類 が 可 能 で あ っ だ。 す な わ ち、MGA161株で は水 素、
Chlamydomonasreinhardtiiおよ びChiorellapyrenoidosaでは エ タ ノ ー ル、
Chlorococcumminutumでは グ リ セ ロ ー ル を 生 成 す る こ と で 消 費 し、 そ れ ぞ れ の
細 胞 内 の 酸 化 還 元 バ ラ ン ス を 保 っ て い る こ と が 示 唆 さ れ た。
一 般 に、 緑 藻 の 嫌 気 代 謝 に お い て は、 生 成 し 拒 余 剰 の 還 元 力 は、 主 に エ タ ノー
ル の 生 成 に よ っ て 消 費 さ れ る と い う 報 告 が さ れ て い るが 、12.28.24.29)本章 で
示 し た 岡GA161株は、 水 素 で、Chiorococcum旧inutumはグ リ セ ロ ー ル で、 還 元 力 を
主 に 消 費 し て お り、 こ れ ら2株 は、 全 くユ ニ ー ク な 発 酵 形 式 を 保 持 し炬 株 で あ る
こ と が 認 め られ た。 特 に、 生 成 し だ 還 元 力 を 主 に 水 素 発 生 で 消 費 して い る、
MGA161株の デ ン プ ン 分 解 速 度 が さ ら に 改 善 さ れ れ ば、 こ の 株 を 用 い た 理 想 的な 水
素 生 産 シ ス テ ム の 構 築 が 可 能 に な る こ と が 示 唆 さ れ た。
Fig.10Classificationofgreenalgalfermentationbased
onconsumptionmodeofreducingequivalents
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第4節 要 約
MGA161株お よび 他 の緑 藻 の 発酵 生 産物 を定 量 しそ の嫌 気 代 謝 の特 徴 を比較 し彪。
これ ら発 酵 生 産 物 の定 量 結 果 か ら、 それ ぞ れの 株 が独 自の還 元力 消 費形式 を持
って い る ことが 認 め られ た。 すな わ ち、 試 験 した緑藻 に おい て、 水 素 発生型、
エ タ ノー ル 生成 型、 グ リセ ロ ール 生 成 型 の3タ イブ に分 類 で きる こ とが示された。
ま拒、 時 に は、 環 境条 件 変 化 に適 応 しな が ら、 緑 藻 は その 還元 力 消 費形 式 を切 り
換 え て い る こ とも注 目さ れ た。
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第4章 緑 藻 一光合成 細 菌 の混 合 培養 に よ る水 素 生産
第1節 緒 言
図11は 、 昼 夜 サ イ ク ル を 利 用 し た 藻 一細 菌 に よ る 水 素 生 産 シ ス テ ム を示 し泛 も
の で あ る。 緑 藻 が、 昼 間 細 胞 内 に 蓄 積 し だ デ ン プ ン を、 夜 間 嫌 気 条 件 下 で発 酵 し、
水 素 以 外i'も 酢 酸 、 エ タ ノ ー ル 、 ギ 酸 な ど の 有 機 物 を 生 成 す る 事 が、 第3章 に
お い て 明 ら か に さ れ 拒。 そ れ に 対 し て、 一 般 に、 光 合 成 細 菌 は、 有 機 物 を外 部 基
質 と して 水 素 を 発 生 で き る事 が 知 ら れ て い る。34,35・37)
そ こ で 本 章 で は、 緑 藻 一光 合 成 細 菌 の 混 合 培 養 に よ る 水 素 生 産 シ ス テ ム にお け る
モ デ ル と し て、 水 素 発 生 量 に お い てMGA161株に劣 る も の の 、 デ ン プ ン 分 解 活 性 は
非 常 に 高 く、 有 機 物 を 最 も 大 量 に 生 成 し て い た 緑 藻Chlamdomonasreinhardtiiを
用 い、 こ の 株 の 単 独 の 場 合 に お け る 水 素 発 生 量 お よび デ ン プ ン か ら水 素 へ の変 換
率 が 、 光 合 成 細 菌 と の 混 合 培 養 に よ っ て、 ど れ だ け 向 上 で き る か を 検 討 した。
な お、 光 合 成 細 菌 は、 紅 色 非 硫 黄 細 菌 の 一 種 で あ るRhodospi」ユlumrubrumを
用 い 炬。
by
Photosynthesis
cot
→
← 陶
Darkfermentation
Fig.11Hydrogenproductionbyalga-bacterialsystem
inlight/darkcycle
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第2節 実 験 方 法
(D培 養 方 法
東 大 応 微 研 よ り譲 り受 け た 緑 藻ChlamydomonasreinhardtiiC-238に対 して は、
表3に 示 し 泛 ブ リス トー ル 改 変 培 地 を 用 い て、25W/m2の光 照 射 下 、30°Cで通 気培
養 し た。 ま 炬、NCIBより譲 り受 け だ 光 合 成 細 菌Rhodospirillumrubrum8255は、
同 じブ リ ス トー ル 改 変 培 地1リ ッ トル 当 り、 ギ 酸 ナFリ ウ ム680mg、 酢 酸 ナ ト
リ ウ ム820mg、 エ タ ノ ー ル460mg、 ビ オ チ ン60usを さ らに 添 加 し た もの を
用 い て、200W/m2の光 照 射 下 、30°Cで 静 置 培 養 し炬。33,
(2)デ ン プ ン お よ び 発 酵 生 産 物 の 定 量
デ ン プ ン お よ び 発 酵 生 産 物 の 定 量 は、 第2章 第2節 一(2),(4)およ び 第3章 第2
節 一(2)の実 験 方 法 に 準 じ て 行 っ た。
第3節 結 果 お よ び 考 察
(1)緑 藻Chlamydomonasreinhardtiiの発 酵 生 産 物 と光 合 成 細 菌Rhodospirillum
rubrumの基 質 利 用 性
表8は 、 緑 藻Chlamydomonasreinhardtiiの発 酵 生 産 物 を 示 し て お り、 まだ、
これ ら の 有 機 物 が 光 合 成 細 菌 の 暗 水 素 発 生 に お け る 良 好 な 基 質 と な り う るか 否 か
も こ こ で 検 討 し た。Chlamydomonasreinhard七iiは、 水 素 の 他 に 酢 酸、 エ タ ノール、
ギ 酸 な ど の 有 機 物 を 培 地 中 に放 出 して い 拒。 そ れ に 対 して 、Rhodospirillum
rubrumは、 緑 藻 が 比 較 的 多 量 に放 出 す る ギ 酸 を 基 質 と して 高 い 水 素 発 生 を示 す こ
と が 認 め ら れ 泛。 し た が っ て、 こ の 結 果 よ り、Chlamydomonasreinhardtiiと
Rhodospirillumrubrumを混 合 培 養 す る こ と に よ っ て、 暗 水 素 発 生 の 増 大 効 果 が
期 待 さ れ た。
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Table8FermentationproductsofC.reinhardtiiandtheir
availabilityassub・tratef。・H2ev・1uti・nbyR,rubrum
Product
or
Subsヒrate
ChlamydomonasreinhardtiiRhodospilliumrubrum
MolarMolarHydrogen
productionyieldofproductevolution
・。,dry°轟、.、h。・ ・器詈}号至詈器 ≡き・ ・。,dry°器、.12h.,
Noaddition
HZ
cot
Aceヒaヒe
酖hanol
Formaヒe
Glycero-
Sヒarch
Carbon($1
recovery
0.45
0.57
1,09
0.60
0,95
0.10
-0.89
98
o.si
O.64
1.22
0.74
1.0?
0.11
0.07
0
0.os
o.os
2.09
0.05
#Darkanaerobicassaysweredonewithaddedsubstrate(IUmM)
(2)Rhodospirillugrubru旧の 暗 水 素 発 生
Rhodospirillumrubrumの暗 水 素 発 生 に 関 し て 、 も う 少 し 詳 し く 検 討 して み だ。
図12は 、Rhodospirillumrubrumの 水 素 発 生 に お け る タ ン パ ク 質 合 成 阻 害 剤
ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル(50μg1ml)とFormatedehydrogenase阻 害 剤 ハ イ ポ フ
ォ ス フ ァ イ ト(5mM)の 添 加 効 果 を 示 し て い る 。21)10mMの ギ 酸 を 基 質 と し 泛
Rhodospiriilumrubrumの暗 水 素 発 生 は 、3時 間 の 誘 導 期 間 の 後 に 認 め ら れ る よ
う に な り、 こ れ は ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル の 添 加 に よ り 完 全 に 阻 害 さ れ だ 。
ま た 、 ハ イ ポ フ ォ ス フ ァ イhの 添 加 に よ っ て も、 こ の 株 の 水 素 発 生 がSOX以 上 阻
害 さ れ て いlc'_。 以 上 よ り、Rhodospirillumrubrumは 、 暗 嫌 気 条 件 下 で 誘 導 さ
れ るFormatehydrogen-lyase系を 介 し て 水 素 発 生 を し て い る 事 が 示 唆 さ れ だ。
38,39)また 、 こ の 時 、 ア セ チ レ ン 還 元 活 性 は ほ と ん ど 認 め ら れ ず 、 ニ ト ロ ゲ ナ ー
ゼ 系 に よ る 水 素 発 生 の 可 能 性 は な い と 考 察 し 泛 。
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(3)緑藻 一光 合成 細菌 の 混合 効 果
Rhodospirillumrubrumが外 部 基 質 と して の ギ 酸 か ら水 素 を 発 生 で き る こ とが認
め ら れ た の で、 次 に、Chlamydomonasreinhardtiiの発 酵 生 産 物 中 の ギ 酸 を基 質 と
し て、 実 際 に、Rhodospirillumrubrum力蓬水 素 を 発 生 で き るか ど うか 調 べ て み た。
表9は 、Ch⊥amydomonasreinhardtiiとRhodospiri目umrubrumを、 い ろ い ろな 比
率 で 混 合 し た 場 合 に お け る 暗 水 素 発 生 量 を 比 較 しだ も の あ る。 トー タル の 細胞 濃
度 を 一 定 に し た 時 、 混 合 系 に お い て は、 緑 藻 濃 度 の 増 加 に つ れ て、 水 素 発 生量 も
ま た 増 加 し て い 炬。 そ して、 緑 藻 の 割 合 が 最 も 高 い、 混 合 比8:2の 場 合 に、 最
大 の 水 素 発 生 量 が 認 め ら れ た。 す な わ ち、Totalmassに基 づ い て 算 出 し拒混 合
系 に お け る 水 素 発 生 に 関 して は、 主 に 水 素 発 生 反 応 を 司 っ て い る光 合 成 細 菌 の 細
胞 濃 度 が 高 い 場 合 よ り は、 基 質 供 給 者 で あ る緑 藻 の 細 胞 濃 度 が 高 い 場 合 の方 が、
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よ り高 い水 素 発生 量 が観 察 され る。 しだ が って、 以 下 の実 験 は この比 率の水素発
生 に つ いて 検討 す るこ とに しだ。 しか しな が ら、 興 味深 い こと には、Algalmass
に 基 づ いて 算 出 した混 合 系 に お け る水素 発 生r関 して は、 逆 に混合 比2:8の 場
合 に 非常 に高 く、 光 合 成 細菌 の 存在 が、 緑藻 の 発 酵 反応 に影 響 を与 え て いること
が 示 唆 され だ。 これ ら混合 比 変化 に伴 う水 素 発 生増 大 効果 に つ いて も、 さ らに
詳 細 な検 討 が必 要 で あ ろ う。
TablegDarkH
2evolutionasafunctionofmixingratioof
algaandbacterium
★Hydrogenevolutio
n
C.reinhardヒ11R.rubrum
TotalmassbaseAlgalmassbase
`}1mollmgdryWt/12hrD(ymol!mgdryWし!12hrD
io
8
5
2
0
0
2
5
8
10
0.60
2.39
1.50
1.09
0
0.60
2.99
3.00
5.95
0
#H
2evolutionwasmeasuredatO.64mgdrywt/mloftotalcell
concentration.Dataaretakenfromthemeanoffiveexperiments.
図13は 、 緑 藻 単 独 系 と緑 藻 一光 合 成 細 菌 の 混 合 系 に お け る発 酵 の 経 時 変 化 を調
ぺ た も の で あ る。 緑 藻 単 独 系 で は デ ン プ ン を 分 解 しな が らギ 酸 、 酢 酸、 水 素、
エ タ ノ ー ル を 蓄 積 し て い 炬。 一 方 、 混 合 系 で は、 単 独 系 と は 異 な る挙 動 が 観 察 さ
れ 泛。 す な わ ち、6時 問 目 以 降 、 ギ 酸 は 減 少 し、 エ タ ノ ー ル の 増 加 は 止 ま っ た。
特 に、6時 問 目以 降、 混 合 系 に お け る水 素 発 生 が、 急 激 に 増 加 して い る こ と が注
目 さ れ 拒。
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(4)混合系 の水 素 発 生 に おけ る細 胞濃 度 の 効果
混 合 系 で の 水 素 発 生 に お け る トー タル の 細 胞 濃 度 の 影 響 を 調 べ て み た。 図14
は 、 混 合 比 を8:2に 固 定 し 細 胞 濃 度 を、0.iお よ び1.OmgdryWt!mliこ調 製 し
た 時 の 水 素 発 生 量 と 培 地 中 の ギ 酸 の 濃 度 を 比 較 し た も の で あ る。 細 胞 濃 度 が 高 い
場 合 の 暗 水 素 発 生 は、6時 間 目 以 降、 蓄 積 し だ ギ 酸 の 急 激 な 消 黄 を 伴 いな が ら、
著 し く増 加 し て い た。 そ れ に 対 し て、0.1mgdrywt/mlと細 胞 濃 度 が 低 い 場 合 で
は、6時 問 目 以 降 の 急 激 な 水 素 発 生 の 増 加 は 認 め ら れ な か っ た。 こ の様 に、
細 胞 当 りの 水 素 発 生 量 が 、 細 胞 濃 度 に 依 存 して い る事 か ら、Rhodospirillum
rubrumのFormatehydrogen-lyase系の 活 性 の 誘 導 は、 培 地 中 の ギ 酸 の 濃 度 に依 存
し て い る こ と が 示 唆 さ れ た。 そ こ で、 誘 導 に 必 要 な 細 胞 濃 度 を 知 る 目的 で、
図15に 示 し た よ う な 実 験 を 行 っ だ。 細 胞 濃 度 の 増 加 に 伴 っ て 、 水 素 発 生 量 の増
加 お よび ギ 酸 蓄 積 量 の 減 少 が 認 め られ た。 そ の 結 果 、 混 合 系 の 水 素 発 生 量 に 対 す
る 至 適 濃 度 は 、ml当 り、0.6mgdrywt以 上 で あ っ だ。
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(5)混合 培 養系 に よ る明暗 サ イクル を利 用 し炬水 素 生産 シス テ ム
実 際 に、 こ の 混 合 培 養 系 を 明 暗 の サ イ ク ル に 同 調 さ せ て 実 験 を 行 っ て み 拒。
図16は 、ChlamydomonasreinhardtiiとRhodospiritlumrubrumを実 験 開 始 時 に
8:2で 混 合 し、12時 間 明、12時 間 暗 に 同 調 さ せ な が ら、 混 合 系 に おけ る
藻 の 増 殖 と 暗 水 素 発 生 量 を 調 ぺ、 緑 藻 単 独 系 の 結 果 と比 較 し た も の で あ る。
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ま だ、 緑 藻 の 増 殖 を 正 確 に 定 量 す る た め に、 透 析 チ ュ ー ブ の 中 に 光 合 成 細 菌 を入
れ て、 両 者 を 分 離 し だ 状 態 で 実 験 を 行 っ だ。 そ れ ゆ え に、 緑 藻 の 発 酵 生 産 物 の 光9
合 成 細 菌 に よ る 利 用 は、 膜 を 介 して 行 わ れ る 事 と な っ だ。 し 炬 が っ て、 明 暗 サ イ
ク ル の 実 験 条 件 と し て は、 両 株 を こ の 様 な 状 態 で 混 合 し だ 後、 こ の 混 合 培 養 系 は、
明 期 に お い て は、200Wm2の光 照 射 下 、30°Cで、12時 間 通 気 培 養 さ れ、 暗 期 に お い
て は、 嫌 気 条 件 下、30°Cで、12時 間 振 と う さ れ だ。 そ し て、 こ の 操 作 が繰 り返 し
行 わ れt`。
緑 藻 は、 明 暗 サ イ ク ル に 同 調 す る か の よ う に 増 加 減 少 を 繰 り返 しな が ら生育 し
て いt2。 水 素 発 生 に 関 し て は、 緑 藻 単 独 系 は、12時 間 で、mg乾 燥 重 量 当 り、
約0.5umolの 水 素 を 生 成Vて い 炬 の に 対 し て、 混 合 系 で は、 そ れ の 約4倍 の
2μmolの水 素 を 生 成 して い だ。 そ して、 一 週 間 に わ た っ て、 両 者 共 に、 安 定 な
水 素 発 生 が 観 察 さ れ た。
表10は 、 緑藻 単 独系 と混合 系 にお け る暗 水素 発生 量 とデ ンプ ンか ら水素への
変 換 率 を 比較 した もの で あ る。 混 合 系 の水 素 発生 量 お よび変 換率 は、 単独系の
そ れ と比較 して、 約4倍 の水 素 発生 量 お よび 約5倍 の変 換 率が 認 め られ た。
Table10ComparisonsoftheH2evolutionandtheH2m°lar
yieldbetweenthealgalcultureandthemixedculture
Cu1しure
HydrogenevolutionHydrogenmolaryield
(m・IH2/m・1gluc・se)(ymol/mgdrywt/12hr)
★Al
gal
**Mi
xed
0.62
2.81
0.51
2.70
#ThecultureofChlamydomonasreinhardtii
##C.reinhardtiiR.rubrum=82(drywtratio}
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第4節 要 約
緑 藻 を用 い た、 効 率 の よ い水 素 生 産 シ ス テ ム の 構 築 を 計 る 彪 め に、 別 の 角 度 か
らの ア ブ ロ ー チ と し て、 緑 藻 一光 合 成 細 菌 の 混 合 培 養 シ ス テ ム に つ い て も 検 討 を加
え た。 緑 藻 一reinhardtiiと 光 合 成 細 菌 一rubrumを 、
8:2で 混 合 し た系 に お い て、Chlamydomonasreinhardtii単独 系 の 水 素 発 生 量 と
比 較 して、 約4倍 の 水 素 発 生 量 が 認 め られ 泛。 そ し て、 明 暗 サ イ ク ル に 同 調 しな
が ら、 一 週 間 に 渡 っ て 安 定 な 水 素 発 生 が 観 察 さ れ だ。 緑 藻 一光 合 成 細 菌 の 混 合 培 養
に よ る水 素 生 産 シ ス テ ム の 実 証 例 は、 本 研 究 が 初 の 試 み で あ っ 拒。
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総 括
本 研究 に おい て は、 分 離 され た海 産 性緑 藻ChlamdomonasMGA161の暗水素発生
を中 心 に検 討 が行 わ れ 泛。 その 結 果、 この 株 のデ ンプ ン分 解 速度 が さらに改善
され れ ば理 想 的な 水 素生 産 シ ステ ムq)構築 が 可能 にな る こ とが 示 唆 され た。 まだ、
この 株 は生 嘆 した還 元力 を主 に水 素 発生 に よ って消 費 して い る とい う非 常にユニ
ー ク な 性 質 を持 っ て い た。 ざ ら に、 還 元 力 消 費 形 式 に よ っ て、 試 験 し炬 緑 藻 が、
水 素 発 生 型 、 エ タ ノ ー ル 生 成 型 、 グ リ セa一 ル 生 成 型 の3タ イ ブ に 分 類 で き るこ
と も 示 さ れ だ。 次 に、 緑 藻Chlamydomonasreinhardtiiと光 合 成 細 菌
Rhodospirillumrubrumとの 混 合 培 養 モ デ ル シ ス テ ム の 実 験 結 果 か ら、 緑 藻 単 独系
の 場 合 よ り も混 合 系 の 場 合 の 方 が、 水 素 発 生 量 お よび デ ン プ ン か ら水 素 へ の変 換
率 共 に、 飛 躍 的 に 向 上 す る こ と が 認 め ら れ た。 今 後 よ り高 い水 素 生 産 性 を 目指 し
て、 高 水 素 発 生 株 で あ るChlamydomonasMGA161を用 い た 混 合 培 養 シ ス テ ム につ い
て 検 討 す る 必 要 が あ る。
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